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論 文 内 容 要 旨
グ ラミシジ ンは好気性土壌細 菌Bαc`伽sうrω 呂8が産生 す るペプチ ド抗生物質で ある。 グ ラ ミシジ ン中
の主 成分(85%)で あるグラ ミシジンA(GA)は,Bαc`伽sうrεoε8の 胞子形成時 におけ るRNA生 合 成
の制御や選 択的 に1価 の カチオ ンを透過 する膜貫通 チャンネルの形成 などの機能を有す る。抗菌 作用 は膜
内外の カチオ ンの濃度勾 配を崩 す ことによ り生 じる。GAは 最 も簡単 なイオ ンチ ャンネルで あ り,よ り大
きなイ オ ンチ ャ ンネル タンパ ク質 のモデル として最 もよく研究 されて い る。 またGAチ ャ ンネ ル は脂 質
膜 アシル鎖 の コ ンポメーシ ョンを ゴー シュ型 にす ることか ら,脂 質 との相互作用が示唆 されてい るた め,
生体 膜の機能 に重要 な役割を果 たす膜結合 タンパ クと脂質 との相互作用 の一端 を理解す るためのモデル と
して も研究 されて いる。
GAは15ア ミノ酸残基か らなるオ リゴペ プチ ドで あ り一次構 造 は次 の通 りで あ る:HCO-L-Va1-Gly-
L-Ala-D-Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp-D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-NHCHz
CH20H。 脂 質二重層 中において,GAは1夕 一 ンあた り6.3残基 の右巻 きヘ リックス構造 を と り,GAの
2分 子 がN末 端 同士 で会合す ることによ り,膜 を貫通 す るチ ャンネルを形 成 す る。 ヘ リ ックス内部 は親
水 的な環境 にな ってお り,こ こを1価 のカチオ ンが透過す る。一方,全 てのア ミノ酸側鎖 はチ ャンネル外
部 に突 き出てお り,脂 質 と疎水相互作用 をす る。
C末 端側(9,11,13,15位)に 局在 す る4個 の トリプ トファン(Trp)を フェニルア ラニ ンや チ ロ シ
ンに置換 す るとチ ャ ンネル活性 が低下す ることか ら,Trp側 鎖 が イオ ン透過 機構 にお いて重要 で あ る と
考 え られてい る。 しか し,GAチ ャ ンネル中のTrp側 鎖 の重要性 が示唆 されて いるにもかかわ らず,Trp
側鎖 の配 向状態 とイオ ン透過 メカニズムとの関係 は明 らか にな って い ない。GAチ ャ ンネル 中の4個 の
Trp側 鎖 の配 向状態 を決定す ることは,イ オ ン透過 メカニズ ムを分 子 レベ ルで解 明す るため に重 要 で あ
る と考 え られ る。
本研究で は,GAチ ャ ンネル中のTrp側 鎖の構造 に関す る情報 を得 る手 段 と して ラマ ン分 光法 を用 い
た。 また,GA中 の4個 のTrp側 鎖 のラマンバ ンドを識別す るために重水素化 トリプ トファンtryptophan-
2,4,5,6,7-d5(dTrp)を 組み込 んだGAア ナログを用いた。第1章 で は,ラ マ ン分 光法 を用 いて8
種類 のdTrp誘 導体 の結晶 のスペク トルを測定 し,得 られた ラマ ンバ ン ドの波数や強度 などの情報 を もと
に,ペ プチ ド中 のTrp側 鎖の状態を選択 的 ラベル化法 を用いて解析 す る上 で 有用 なdTrp側 鎖 マ ーカ ー
ラマ ンバ ン ドにつ いて述べ る。 第2章 で は,ラ マ ン分光法 と選択 的 ラベ ル化 法 を併用 して,個 々のTrp
側鎖 のコ ンホメーシ ョン,疎 水 相互作 用および水 の近接 度を調 べた結果 を もとに,カ チオ ン結合状態,非
結 合状態で のGAチ ャンネル申のT加 側鎖NIH基 の脂 質二重膜 申における位置 につ いて述べ る。 第3章
で は,共 鳴 ラマ ン分光法,選 択 的 ラベル化法,ラ マ ン強度二色比法 を併用 してTrp側 鎖 イ ン ドール環 の
電子 遷移 モーメ ン ト方向を調 べた結果 を もとに,GAチ ャンネル中 のTrp側 鎖 イ ン ドール環 の配 向状 態
につ いて述 べ る。 第4章 で は,前2章 得 られたGA中 のTrp側 鎖の膜中での位 置 と配 向状 態 に関 す る結
果 を もとに,イ オ ン透過 にお けるTrp側 鎖 の役割 について述べ る。
第1章 イ ン ドール環炭素重水素化 トリプ トフ ァン(dTrp)の 構造 マーカーラマ ンバ ン ド
本章 で は8種 類 のdTrp誘 導体 の結 晶の ラマ ンスペ ク トルを測定 し,各 々の ラマ ンバ ン ドが,水 素 結 合
状態,コ ンホメー シ ョン,イ ン ドール環 の環境な どと相 関があるか否かを検討 した。 その結果,1445と14
10cm-1付 近 のバ ン ドの波数 はイ ン ドール環 のNlH基 の水素結合 の強 さに鋭敏 であ ることが判 った。 また,
1520cm-1付 近の ω、3バ ン ドの波数 は,C。Cβ 一C3C・軸 まわ りの涙れ角(X2・1)の 絶対 値 が61。か ら117。へ と
変化 す るの に伴 い1514cm　 1か ら1530c磁 一1に高波数 シフ トす るため,コ ンポメー シ ョンマーカーバ ン ドとし
て利 用で きることが判 った。
一20一
第2章 脂質二 重膜中におけるグラミシジンAト リプ トファン側鎖の コンフォメー シ ョンとNIH基 の位 置
GA中 の4個 のTrp側 鎖 は,チ ャンネル形成 や イオ ン透過機構 に重要 な役割 を果 た して い る と考 え ら
れてい るが,チ ャ ンネル中のTrp側 鎖 の コンポメー シ ョンやTrp側 鎖 と脂 質 との相互 作用 の強 さ は判 っ
ていない。従 って,Trp側 鎖の コ ンポメー シ ョンや脂質 との相互作用 の強 さを調べ る ことは,GAチ ャ ン
ネルの構造 と機能 との関係 を調べ る上で重要 であ るといえる。Trb側 鎖 の位 置 は,側 鎖 の涙 れ角 や脂質
膜表面 か らイ ン ド,一ル環NlH基 まで の距離 の情報 な どによ りその範囲をあ る程度絞 ることがで きる。 ま
た,個 々のTrp側 鎖 を識別す るには,前 述 したdTrp側 鎖 の構造 マー カー ラマ ンバ ン ドを用 い る ことが
有効 である と考 え られ る。
本章 では,4個 のTrpの うち1個 をdTrpに 置換 したGAア ナログを合成 し,試 料 と して用 いた。GA
アナ ログをDLPCリ ボ ソームに埋 あ込み,ラ マ ン分光 法 を用 い て,GAア ナ ログ中のTrp側 鎖 のNIH
基 のH-D交 換速度 を測定 した。 その結果を もとに,個 々のTrp側 鎖 のNIH基 プ ロ トンが膜表面 か らど
の程度埋 もれてい るかを見積 もった。 また,個 々のTrp側 鎖 の ノ・1振れ 角 の角度,疎 水相 互作 用 の強 さ
に関す る情報 を得 た。 さ らに,カ チオ ンの影響 に よるGAチ ャンネル中のTrp側 鎖 の構造 変化 を調 べ る
ため,H-D交 換速 度の測 定 は,カ チオ ン非存在下,Na+存 在下 の両方の状態で行 った。その結果,GAチ ャ
ンネル中の全 てのTrp側 鎖 は,カ チオ ン非結 合状態 で も,Na+結 合状態 で もi/11の 値 が94±6。 で あ る
コ ンポメー ションを とり,ま た脂質 アシル鎖 と強 く疎水相互作用 してい ることが判 った。膜表面か らの距
離 の指標 となるTrp 、側鎖NIH基 の水 の近接度 は,カ チオ ン非結合状態 で はTrp-15>Trp-13》Trp-11
>Trp-9,Na+結 合状態 ではTrp-15》Trp-13≧Trp11》Trp-9の 順 であ り,カ チオ ンがGAチ ャ
ンネル内 に結合す るとTrp-11,Trp-13側 鎖のNIH基 の脂質二重膜中 における位置が変化す ることが判 っ
た。
第3章 偏光紫外共鳴 ラマン分光法によるグラ ミシジンAの トリプ トフ ァン側鎖配 向状態解析
ラマ ン強度直練二色比(RamanI.inearIntensityDifference,RLID)法 はタ ンパ ク質中の発 色団 の
配 向を決 定す るために開発 され,発 色団 を含 む分子骨格の配 向状態 が判 っていると発色団の配 向を よ り詳
しく決定す ることがで きる。 この方法 は,配 向 した分子 に互 い に直交す る2っ の直線偏光の レーザ ー光 を
照射 し,各 偏光 照射時 に生 じた ラマ ン散乱 の強度 の差か ら発 色団の電子遷移 モーメ ン ト方向を調べ る もの
であ る。電子遷移 モー メ ント方 向が判 れば,そ れを用いて発色 団の配 向方 向を決定す ることがで きる。脂
質二重膜 を配 向 させ ると,膜 に結合 したペプチ ドや タンパ ク質 を間接的 に配向 させ ることがで きるた め,
その申の ア ミノ酸側鎖 の配 向を調 べ ることが可能 とな る。 このよ うにRLID法 は原理的 に膜結 合型 の ペ プ
チ ドや タ ンパ ク質の構 造解析 にも適用す る ことがで きると考 え られる。
本章 で は,第2章 で見 い出 されたカチオ ン結合 に伴 うTrp-11,Trp-13側 鎖 の脂 質二 重膜 中 での位 置
変化 が,コ ンポメーシ ョン変化 に由来す るか否かを検討 す るために,11位 あるいは13位 にdTrpを 組 み込
んだGAア ナログにRLID法 を適用 し,カ チオ ン非存在下,Na+存 在下 のGAチ ャンネル中のTrp-11,
Trp-13側 鎖 の配 向方 向を調 べた。 その結果,Trp-11,Trp-13側 鎖のチ ャンネル軸 に対 す る配 向角 は,
カチオ ン非結合状態 とNa+結 合状態で有意 な差 は無 く・Na+結 合に伴 うTrp-11,Trp-13側 鎖 のNIH基
の脂質二重膜 中 にお ける位 置変化 は,Trp側 鎖 の配 向方 向の変化 に起因す るものではな い こ とが判 った。
第4章 グ ラミシジンチ ャンネルのイオ ン透過モデル
ラマ ン分光法 と選択的重水素化法 とをGAの 膜 中構造 解析 に利用 した結果,GAチ ャンネル中の各 々 の
Trp側 鎖 の コンホメーシ ョン,疎 水相互作 用,水 の近接度が明 らか になり,カ チオ ンの影響 でTrp-11,
Trp-13側 鎖NIH基 の膜 中の位置が変化す ることが判 った。 また,RLID法 を用 い るこ とによ り,Trp-
S
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11,Trp-13側 鎖 イ ン ドール環 の配向角 を決定 することがで き,Trp-11,Trp-3側 鎖NIH基 の膜中で の
位置が変化す る際,こ れ らの側鎖 のイ ン ドール環 の配 向変化 は起 こらない ことが判 った。 これ らの実験 デー
タを もとにGAチ ャンネル中のTrp側 鎖のイオ ン透過 における役割 を考察 した。
チ ャンネル内にカチオ ンが結合す ることに伴 うNIH基 へ の水の近接 度 の変化 はTrp-13側 鎖 の位 置 が
二量体 チ ャンネルの会合部側 に,Trp-11側 鎖 の位置がチ ャンネル表面側 に移動 した たあ であ る と考 え ら
れ る。 このよ うな変化 はカチオ ン結 合に伴 うTrp-13と:Leu-10の ア ミ ドC=0基 の チ ャ ンネ ル孔 方 向へ
の歪みで説明で きる。 その際,Trp側 鎖 と脂質 との強い疎水相互作用がC=0基 のチ ャンネル孔方 向 へ の
傾 きを調節 して いると考え られ る。Trp側 鎖 は脂質 と強 い疎水相互作用 を行 い,ペ プチ ド主鎖 のC〒0基
の傾 きを制御す るこ とによ りGAチ ャ ンネルのイオ ン透過を制御 している と結論 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
抗生物質 であるグ ラ ミシジ ンAは,15個 のア ミノ酸残 基か ら成 るオ リゴペプチ ドであ り,生 体膜 中に二
量体 と して膜貫通 チ ャンネルを形成 す る。 このチ ャンネル は一価 のカチオ ンを選択的 に透過 し,そ の こと
によ って抗菌性 を発揮す る。本論文で は,グ ラ ミシジ ンAに 含 まれ る4個 の トリプ トフ ァ ン残基(Trp
9,Trp11,Trp13,Trp15)の 側鎖 イ ン ドール環 の脂質二重膜 中 におけ る配 向方 向 と位 置 を ラマ ン分
光法 と選択的重水素化法 を併用 して決定 し,イ オ ン透過 にお ける トリプ トフ ァン側鎖 の役割 を解 明 した。
先ず,4個 の トリプ トフ ァン側鎖 を選択的 に ラベ ルす るために使用 したイ ン ドール環炭素重水素化 トリ
プ トフ ァンの構造 と ラマ ンスペ ク トルの関係 を調べ,ト リプ トファンの コンポメーシ ョンや水素結合状 態
のマ ーカー と して利用で きるラマ ンバ ン ドを見出 した。 これ らのマーカーバ ン ドを グラ ミシジンAに 適 用
し,ペ プチ ド主鎖 とイ ン ドール環 を結ぶ二っ の結合の うち,一 方 の結合回 りの涙 じれ角 は,4個 の トリプ
トフ ァンの いずれ にっ いて も約95度 で あ り,こ の角度 はNa+が 結 合 して も変化 しな い ことを 明 らか に し
た。
次 に,イ ン ドール環NH基 の脂質二重膜 中における位置 に関す る情報 を得 るため,NH基 の水 素一重 水素
交換速度 を ラマ ン分光法 を用 いて調べ た。その結 果,交 換速度 は,カ チオ ン非結合状態ではTrp15>Trp
13》Trp11>Trp9,Na+結 合状態で はTrp15》Trp13≧Trp11》Trp9の 順で あ り,カ チオ ンが チ ャ、
ンネル内に結 合す ると 野p11の 側鎖NH基 の位置 はより深 く膜 に埋 もれ,ま た,Trp13のNH基 はチ ャン
ネル孔入 口方 向 に移動 す ることを見 い出 した。
さ らに,カ チオ ン結合 に伴 うTrp11とTrp13のNH基 の位置変化が,ト リプ トファン側鎖 の コンポメー
シ ョン変化 によ るものか否 かを判別す るため に,偏 光紫外共鳴 ラマ ン分光法 を用 いてイ ン ドール環 の配 向
方 向を決定 す る方 法を開発 し,グ ラ ミシジ ンAに 適用 した。 その結 果,Trp11とTrp13の イ ン ドール環
の配 向方 向 はカチオ ンが結合 して も有意な変化 を示 さず,上 記位置変化 はチ ャンネル軸方 向に添 ったイ ン
ドール環 の平行移動 に起 因する ことを明 らかに した。
以上 の実験結果 に基づ き,詳 細 な分子 モデル構築 を行 った結果,Trp11とTrp13のNH基 の位 置 変化
は,Leu10とTrp13の ペプチ ド主鎖 カルボニル基 がカチオ ン結合 に伴 い チ ャ ンネル孔 内部 へ傾 くことに
由来す ること,ま た,円 滑 なイオ ン透過を維持 するために トリプ トファ ン側鎖 は主鎖 カルボニル基 の傾 き
を調整 してい ることを見 出 した。本論文 は,グ ラ ミシジンAの 発見以 来,20数 年 にわた って論議 を呼 んで
きたイオ ン透過 の分子機構 にっ いて,最 も重要 な部分 を解明 した ものであ り,そ の優れた研究成果 により,
博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 め る。
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